急性移植物抗宿主病(aGVHD)是异基因造血干细胞移植(allo-HSCT）后的主要并发症之一，通常发生于移植后100天内，其发生率为35%～64%，影响患者的生活质量和长期生存，也是非复发死亡(NRM)的主要原因。因此早期诊断并给予及时正确的治疗具有十分重要的意义。但到目前为止，aGVHD的诊断仍是以患者的临床症状结合实验室检查结果及有创性组织活检作为最终确诊的手段。其发病机制包括3个连续的阶段：①预处理阶段由于药物或全身照射引起宿主组织细胞损伤，释放大量细胞因子如IL-2、TNF-α等，并激活宿主的抗原提呈细胞(APC)；②活化的宿主APC与大量细胞因子共同作用激活供者T淋巴细胞，使其活化、增殖、分化；③活化的供者T细胞和细胞因子共同作用于靶器官，导致组织器官损伤，出现aGVHD的临床症状[@b1]--[@b2]。

典型的aGVHD发生在移植后2\~4周，表现为皮肤红斑和斑丘疹、持续性厌食和（或）腹泻、肝功能异常（胆红素、ALT、AST、ALP和GGT升高）。aGVHD根据皮肤、肝脏、消化道受累的严重程度分为Ⅰ\~Ⅳ度，其中Ⅰ度通常不需要治疗，Ⅱ\~Ⅳ度需要迅速积极治疗。但是由于发病早期的表现缺乏特异性，如仅有轻微的皮肤瘙痒、皮疹、恶心、腹泻等，易与感染或药物不良反应相混淆，因此不易在发病早期明确诊断并给予及时治疗。目前对于aGVHD的治疗仍以免疫抑制为主，首选甲泼尼龙，但近半数患者治疗效果欠佳，并具有抑制移植物抗白血病效应、降低移植效能、增加感染机会等不良反应。因此寻找可以在发病初期诊断甚至发病前预测的无创生物学标志物，从而对移植后患者进行危险分层，并根据分层进行个体化预防和治疗是进一步提高移植后总生存(OS)率的关键。一种理想的生物学标志物应该具有无创、检测方法简单易行且价格相对低廉、结果能标准化且具有较高的敏感性和特异性，可以早期预测aGVHD的发生及其严重程度，并能对治疗效果进行监测和评估等特点。近年来人们对可能的生物学标志物进行了大量探索性研究，我们就这些研究的概况和近年来取得的进展作一综述。

一、基因水平的标志物

许多研究发现与aGVHD相关的基因主要位于参与炎症反应或免疫调节蛋白的编码区。TNF是一种重要的炎性细胞因子，包括TNFα和TNFβ两个亚型，其编码基因分别为TNFA和TNFB。其中TNFα与aGVHD的发生及严重程度相关已被许多研究所证实，而TNFα的活性则受两个独立的受体TNFRⅠ和TNFRⅡ的调节。Xiao等[@b3]就TNFA、TNFB及TNFRⅡ编码基因的多态性与aGVHD发生率之间的关系进行了研究，发现无论供者还是受者TNFA-857为C/C基因型时Ⅱ\~Ⅳ度aGVHD的发生率升高，当供者TNFB-252为G/G或G/A基因型时Ⅱ\~Ⅳ度aGVHD发生率远高于A/A基因型者（74.5%对46.9%，*P*=0.005），TNFRⅡ-169 T/T基因型无论出现于供者还是受者中，aGVHD发生率均有升高趋势，但该结果差异无统计学意义，而TNFA-1031和TNFA-863的多态性则与aGVHD的发生无关。

NOD2基因的编码产物是一种细胞内受体，参与固有免疫应答，可以与细菌细胞壁成分结合，从而导致NFκB的活性增加。Holler和Elmaagacli等[@b4]--[@b6]研究发现，无论是供者或受者，一旦出现NOD2基因变异型即意味着aGVHD的发病风险增加。IFNG基因的多态性也与GVHD的发生有关，其中等位基因IFNG2相比于其他基因型能产生更多的IFN-γ，从而诱导宿主APC分泌更多吲哚胺2，3-双加氧酶(indoleamine 2，3-dioxygenase，IDO)，产生更强的免疫耐受，降低aGVHD的发生[@b7]。

随着表观遗传学研究的进展，microRNA的作用越来越受到人们的重视，Xiao等[@b8]通过对196例患者移植后第2、第6周时血清中miRNA水平比较发现，同时检测患者血清中4种miRNA水平(miR-423、miR-199a-3p、miR-93\*、miR-377）平均可以在发病前16 d预测aGVHD的发生，miRNA的水平还与aGVHD的严重程度呈正相关，4种miRNA水平均升高提示预后不良。该组miRNA水平的升高具有特异性，在肺移植和败血症患者中未见升高。4种miRNA联合检测对aGVHD预测的敏感性和特异性分别为92%和62%。

二、蛋白质水平的标志物

由于供者细胞输注后早期就会在受者体内引起细胞因子风暴，因此许多学者着眼于研究细胞因子及其受体与aGVHD预测诊断间的关系。在细胞因子预测aGVHD的研究中涉及最多的是可溶性IL-2受体(sIL-2R)。IL-2R是表达于活化的T细胞表面的一种蛋白质分子，sIL-2R是由IL-2Rα经蛋白酶水解形成的，它释放入血的量受其在细胞膜上表达量的限制，因此血清sIL-2R水平反映了参与免疫应答的T细胞多少，这也就解释了为何sIL-2R与GVHD的发生和严重程度相关。Miyamoto等[@b9]首先提出在移植后第3天sIL-2R升高可以预测aGVHD的发生。之后Grimm等[@b10]检测了21例异基因骨髓移植(BMT)患者sIL-2R水平，发现aGVHD患者在BMT后第3天sIL-2R水平开始上升，第14天达峰值，先于aGVHD症状出现，并与aGVHD的严重程度显著相关。居小萍等[@b11]也曾通过对22例移植患者血清sIL-2R水平的比较发现，Ⅰ度aGVHD患者血清sIL-2R水平显著高于无aGVHD患者（*P*\<0.05），Ⅲ\~Ⅳ度高于Ⅰ度aGVHD患者（*P*\<0.01）和无aGVHD患者（*P*\<0.01）。Kaida等[@b12]近期研究发现，对接受减低强度预处理的单倍型HSCT患者，在移植后第7天检测其血清中sIL-2R水平，高于810×10^3^ U/L者重度（Ⅲ\~Ⅳ度）aGVHD的发生风险增加，该检测指标的阳性预测值和阴性预测值分别为43.2%和93.5%。从某种意义上说，其作为一种重度GVHD发生的排除性检测可能更有价值。虽然目前很多研究表明sIL-2R在aGVHD预测中具有重大应用价值，但是它并不是aGVHD的特异性标志物，在HSCT后的一些炎症状态如败血症、肝静脉血栓形成等情况下其水平也会升高，此外还有白血病或淋巴瘤疾病本身导致的sIL-2R水平升高也可能影响其对aGVHD的预测。虽然单独使用sIL-2R作为预测标志物的临床价值有限，但其是否可以作为aGVHD的治疗靶点还有待进一步研究。

铜蓝蛋白作为一种具有抗氧化作用的急性期反应蛋白，可能具有负反馈调节aGVHD发生过程中细胞因子风暴的作用，因此有学者研究了其对aGVHD的预测价值，通过对移植后患者血清铜蓝蛋白水平的连续监测发现，在aGVHD发病时其水平明显升高，而经过治疗得到缓解后又呈明显下降趋势。aGVHD患者在移植后不同时间点的血清铜蓝蛋白水平均高于非患者组。在移植后第7、14和21天时分别检测患者血中铜蓝蛋白水平，并选择670 µg/ml作为界值，可以筛选出79.7%的患者，假阳性率为21.7%，通过绘制受试者工作特性曲线(ROC曲线）得到其曲线下面积(AUC值）为0.861[@b13]。C反应蛋白(CRP)是肝细胞产生的一种急性期蛋白，是人体固有免疫的组成部分，在几乎所有免疫反应中其水平均会升高，Sato等[@b14]通过对90例移植患者预处理开始前的血清CRP水平进行比较发现，以0.6 mg/dl为界值将患者分为高危组（≥0.6 mg/dl）和低危组（\<0.6 mg/dl），两组Ⅱ\~Ⅳ度aGVHD发生率差异无统计学意义，但是将患者按照预处理方案分成不同的亚组后比较发现，在接受减低强度预处理的患者中高CRP水平预示着Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD发生风险增高（发生率高危组50%对低危组3.4%，*P*\<0.001）。而Jordan等[@b15]研究表明预处理开始前（移植前第7天）和移植当天CRP水平升高者（\>10 mg/L)OS率显著下降，移植相关死亡率升高，但与aGVHD的发生无明显相关性。

LIGHT/HVEM是在T细胞的活化及效应阶段具有重要作用的一对共刺激分子，在移植排斥和GVHD中均发挥重要作用。郑晓丽等[@b16]通过对26例allo-HSCT患者移植后15 d时LIGHT/HVEM的表达情况比较发现，发生aGVHD者LIGHT表达高于未发生aGVHD者，而HVEM的表达低于未发生者，而Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD患者LIGHT表达明显高于Ⅰ\~Ⅱ度患者。

无论是细胞因子还是急性期蛋白，其水平变化都不可能只在一种情况下出现，因此为临床鉴别诊断带来了困难，如移植后感染性腹泻和消化道GVHD的鉴别或药物性皮疹和皮肤GVHD的鉴别等。近年来，随着蛋白组学技术的发展，大样本高效能分析得以实现，从而发现很多并不参与aGVHD发病过程的标志物，它们是由损伤的终末器官所分泌的，因此多具有器官特异性，不仅能够用于aGVHD的预测还能用于某些常见临床症状的鉴别诊断，如Elafin、Reg3α和钙网蛋白等。Elafin是Trappin家族中的一种内源性低分子量丝氨酸蛋白酶抑制剂，具有多重生物学作用包括抗菌活性及参与固有免疫应答等，在机体对内毒素的免疫应答过程中Elafin可以帮助招募炎症细胞并增强其功能，同时帮助激活树突细胞，它还可以中和中性粒细胞释放的可导致组织过度损伤的蛋白酶，从而减少组织坏死。研究发现Elafin在正常皮肤组织中不表达，仅在发生炎症性皮肤病或皮肤肿瘤时才过度表达。密歇根大学Ferrara教授带领的课题组通过对492例移植患者血清Elafin水平的比较发现，出现皮肤GVHD的患者血浆Elafin水平是其他类型GVHD或无GVHD患者的两倍［(8 662±793)pg/ml对(4 011±245)pg/ml，*P*\<0.001\]。之后他们又选取159例皮肤GVHD患者血清Elafin水平的中位数(6 000 pg/ml)作为界值，将患者均分为高Elafin组和低Elafin组，通过比较发现高Elafin患者1年的NRM是低Elafin组的2倍以上（28%对11%，*P*=0.06），两组5年OS率分别为26%和48%（*P*=0.011）。因此总体来说Elafin不仅可以预测aGVHD的发生及鉴别皮肤GVHD和其他原因引起的皮疹，还可以作为预后判断指标[@b17]。同样，Reg3α也是一种器官特异性标志物，它是小肠潘氏细胞分泌的一种抗菌蛋白，通过黏附细菌肽聚糖对肠黏膜发挥屏障功能，此外它还可以对肠干细胞起保护作用，从而保障受损肠道黏膜得以再生。Ferrara课题组研究发现肠道GVHD患者血浆Reg3α水平是其他类型GVHD或无GVHD患者的2\~4倍，根据Reg3α水平（≥65 ng/ml，\<65 ng/ml)将患者分为两组，高Reg3α组更多地出现了严重肠道GVHD[@b18]。后来该课题组又通过对871例移植患者血清Reg3α水平的比较发现，肠道GVHD患者发病初期血清Reg3α的水平是非GVHD肠炎及仅有皮肤GVHD患者的3倍；而将有腹泻症状的患者按病因进行分类时，GVHD腹泻患者血清Reg3α水平是其他原因腹泻者的5倍；采用患者血清Reg3α浓度的中位数作为界值筛选GVHD引起的腹泻，其阳性预测值及阴性预测值分别为95%和32%。最后该课题组还研究了Reg3α作为预后判断指标的价值，通过检测162例肠道GVHD患者血清Reg3α水平发现，治疗4周后无缓解者发病初期血清Reg3α水平是完全或部分缓解者的3倍；再根据162例肠道GVHD患者血清Reg3α水平的中位数将患者分为高危组（\>151 ng/ml)和低危组（≤151 ng/ml），比较发现高危组NRM是低危组的2倍。从而说明血清Reg3α水平作为肠道GVHD预测诊断指标的同时还可以用于判断治疗反应性及患者预后情况[@b19]。钙网蛋白是炎性细胞胞质中的主要蛋白，在一半以上的中性粒细胞中可见，属于S100蛋白家族，由两个亚单位组成，它在功能性胃肠疾病和消化道黏膜炎症诊断中的作用已被证实。Bastos等[@b20]收集了23例移植后患者出现腹泻症状后48 h内的粪便样本，测定其中钙网蛋白水平，发现肠道aGVHD患者粪便平均钙网蛋白水平远高于非GVHD腹泻者（504.83 mg/kg对123.25 mg/kg，*P*\<0.001）。Ⅲ\~Ⅳ度肠道aGVHD患者平均粪钙网蛋白水平高于Ⅰ～Ⅱ度aGVHD者（602.13 mg/kg对250 mg/kg，*P*\<0.001）。粪钙网蛋白\>250 mg/kg时，对肠道aGVHD诊断的敏感性、特异性、阳性预测值和阴性预测值分别为83.3%、90.9%、83.3%和90.9%。Chiusolo等[@b21]也通过一项涉及59例移植患者的前瞻性研究发现，当粪钙网蛋白\>160 mg/kg时，对肠道aGVHD的诊断敏感性、特异性、阳性预测值和阴性预测值分别为100%、81.8%、86%和100%，AUC值为0.942。然而也有学者认为粪钙网蛋白对肠道GVHD的诊断价值并不高，但是可以作为预测治疗结果的标志物，筛选出激素抵抗的患者[@b22]。August等[@b23]通过对24例移植儿童粪钙网蛋白水平分析发现，移植后10 d钙网蛋白\<424 mg/kg的儿童aGVHD发生率为77.8%，而\>424 mg/kg发生率则为0。作者分析其研究结果与前面三项研究背道而驰的原因可能是由于在供体细胞植入前钙网蛋白的缺乏使患者aGVHD的发生风险增加，但一旦植入并发生aGVHD则患者粪钙网蛋白水平就会急剧升高。

由于单一标志物对aGVHD的预测作用易受多种因素干扰，导致其应用具有一定局限性，因此有学者希望可以通过几种标志物的联合检测提高预测效能。2009年Ferrara课题组发现通过检测移植患者血清中IL-2Rα、TNFR1、IL-8和肝细胞生长因子(HGF)的水平来预测aGVHD的发生，其AUC值高达0.91，特异性达95%。之后他又根据患者血清中4种标志物的水平将患者分为GVHD高危组和低危组，比较发现两组的3.5年NRM和OS率差异均有统计学意义（36%对15%，*P*=0.001；33%对53%，*P*=0.006）。该研究结果表明IL-2Rα、TNFR1、IL-8和HGF联合检测不仅可以预测aGVHD的发生，还可以筛选出GVHD患者中的高危人群并预测其预后[@b24]。2010年他们又报道了单独使用Elafin预测皮肤GVHD时其AUC值仅为0.77，而同时联合Elafin、IL-2Rα、TNFR1、IL-8和HGF的检测对皮肤GVHD预测的AUC值可达0.84[@b17]。但是他们发现对于从腹泻患者中诊断GVHD时单独使用Reg3α和联合检测Reg3α、Elafin、IL-2Rα、TNFR1、IL-8和HGF其AUC值差异无统计学意义(0.8对0.81）[@b18]。Levine等[@b25]通过对112例aGVHD患者的研究发现，在开始接受治疗的第0、14、28天联合检测患者血清中IL-2Rα、TNFR1、HGF、IL-8、Elafin和Reg3α水平从而得到一个计算值，并根据该数值将患者分为高危组和低危组，结果发现两组在治疗后第180天的病死率分别为56%和21%（*P*\<0.0001）。表明这6种标志物的联合检测可以用于预测aGVHD患者的预后。2004年Kaiser等[@b26]收集移植后患者尿液样本通过毛细管电泳-质谱联用的方法进行分析，发现16种肽链的联合检测可以有效识别出aGVHD患者。2007年他们改进了样本处理技术后，用同样的方法对63例移植后患者尿样分析并确定了31种与aGVHD预测特异性相关的肽链，其联合检测对Ⅱ度以上aGVHD的诊断敏感性和特异性分别为83.1%和75.6%[@b27]。2014年该研究组又从上述31种肽链中选出了17种进行联合检测并在423例移植后患者中进行验证，证实在综合考虑受者移植前情况及移植方式等差异后17种肽链联合检测对Ⅱ\~Ⅳ度aGVHD患者诊断的敏感性和特异性为82.4%和77.3%，且该检测方式还可以区别慢性GVHD和晚发性aGVHD，并不受慢性肾功能衰竭、自身免疫性疾病等因素的影响[@b28]。但遗憾的是该研究组目前还未能完成对这17种肽链的测序并分别分析其生物学功能。

三、细胞水平的标志物

参与aGVHD发病过程的细胞种类繁多，其中以T细胞为主，因此许多学者致力于研究不同亚型的T细胞数量对aGVHD的预测作用。恒定型自然杀伤性T细胞(iNKT)是T淋巴细胞中独特的亚群，表达恒定的TCRVα14与NK细胞的部分标识CD161 (NK1.1)分子和NK细胞受体NKR P1C。有研究称移植后90 d内低iNKT/T比例（如\<10^−3^）是一个与aGVHD发生相关的独立预测指标[@b29]。Chaidos等[@b30]通过对57例同胞全相合HSCT患者的研究也证实了CD4^−^iNKT细胞是aGVHD的一个保护性因素，可以根据受者输注的CD4^−^iNKT细胞数预测aGVHD的发病风险，移植物中CD4^−^iNKT细胞数低于中位数的受者Ⅱ\~Ⅳ度aGVHD发生率为71.4%，而高于中位数的受者发生率仅为24.2%（*P*= 0.0008)，相对危险度为4.27。

调节性T细胞(Treg)在免疫调节、维持外周免疫耐受和防止自身免疫性疾病等方面具有十分重要的作用，是aGVHD的重要保护因素之一。有研究表明对于HLA不相合的非体外去除T细胞的allo-HSCT患者，移植后外周血Treg细胞比例可以有效预测aGVHD。发生aGVHD患者移植后第2周的Treg细胞比例明显低于未发生者[@b31]。此外更有进一步针对器官特异性的Treg细胞的研究发现，CLA^+^ Treg细胞植入率高者皮肤GVHD发生率低，α4β7^+^Treg细胞植入率高者肠道GVHD发生率低，可以用CLA^+^Treg细胞或α4β7^+^Treg细胞植入率预测aGVHD的发病风险[@b32]。

至于B细胞在aGVHD预测中的作用并未见太多研究，Michonneau等[@b33]曾通过研究发现移植物中B细胞谱系特异性的造血祖细胞（CD34^+^CD19^+^细胞）含量越高，aGVHD发生率越低，但是该发现并没有经过大规模临床试验验证。

四、其他标志物

自2005年Sorror发现了HSCT共患病指数(HCT-CI)后不少学者致力于研究该指数在aGVHD预测中的作用，Bacigalupo等[@b34]通过对2 985例HLA相合allo-HSCT患者的随访发现，随着HCT-CI评分的增大，Ⅱ\~Ⅳ度aGVHD的发病风险增加（HCT-CI每增加1分发病风险增加1.03倍），而Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD发病风险增加更多（增加1.12倍）。当用HCT-CI预估Ⅲ\~Ⅳ度aGVHD时，可将患者按得分分为低危组（0分）、中危组（1\~4分）和高危组（≥5分），其发病风险分别为1、1.47和2.10[@b35]。近期Gotoh等[@b36]发现检测移植患者移植后30 d血CMV病毒载量，高于87拷贝数/ml者Ⅱ\~Ⅳ度aGVHD发生率明显升高，诊断的敏感性和特异性分别为79%和93%。

五、小结与展望

近年来关于aGVHD的研究取得了许多可喜的成果，不断有新的标志物被发现并进入临床试验，人们力求在临床症状出现前发现aGVHD高危人群并进行早期干预，或者尽可能在不行组织活检的情况下对患者予以确诊，国内学者也就基因多态性、细胞因子及特定类型细胞在aGVHD预测中的价值做了大量工作并取得了一定的成果，但可惜的是我们仍缺乏多中心的大样本临床试验来证实这些生物学标志物的临床应用切实可行，在未来的研究工作中我们不仅要着眼于发现新的aGVHD预测诊断标志物，还要力求在国内人群中对目前已发现的标志物进行验证，以筛选出可切实服务于临床的无创性aGVHD预测诊断标志物。
